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要　　　　　旨
　一般家庭で作られた白菜の漬物から乳酸菌の分離と菌種の同定を行った。その結果、MH-1 ～
MH-4株 の ４ 株 の 乳 酸 菌 が 分 離 さ れ、 生 化 学 的 性 状 検 査 の 成 績 か らMH-1 ～ MH-3株 は
Carnobacterium maltaromaticum、MH-4株はLactobacillus acidophilusと同定された。続いて、
分離された乳酸菌が生体に与える影響を、Caenorhabditis elegans（線虫）を用いて観察した。
分離された２種類の乳酸菌MH-1株とMH-4株を線虫に与えたところ、MH-4株では寿命の延長効
果が認められた。しかし、乳酸菌単独の給餌では忌避行動が見られたため、標準的な餌である大
腸菌との混合給餌を行った。この条件では忌避行動はなくMH-1株では有意な寿命延長効果を示
した。本研究により、線虫の寿命延長に少なくとも一部関与する乳酸菌株が新たに発見された。
キーワード：‌乳酸菌、線虫、Carnobacterium maltaromaticum、Lactobacillus acidophilus、寿
命
は　じ　め　に
　乳酸菌とは、糖を分解して乳酸を作り出す細菌の総称である。健康志向が高まる昨今、乳酸菌
の健康に対する様々な効果が注目され、健康のために簡単に生活に取り入れることのできるもの
として乳酸菌を使用した食品に世間の関心が集まっている。乳酸菌は動物の腸管内から農作物、
そして食品に至るまで私たちの生活環境中の至るところに存在している。食品では、古くから発
酵食品の製造に使われてきた。発酵食品のひとつである漬物の製造にも関与しており、乳酸菌の
重要な分離源となっている。漬物から分離された乳酸菌が優れた保健効果を示す事例もある。
Wakiらは、すぐき漬けから分離されたLactobacillus brevisがマウスへの経口投与によりインフ
ルエンザウイルス感染時の症状を軽減することを報告している1）。また、ザワークラウトから分
離されたLactococcus lactisは、抗菌ペプチドであるバクテリオシンを産生する2）。さらに、四川
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泡菜から分離されたLactobacillus fermentumは高脂肪食を与えたマウスにおいて血清脂質レベ
ルの低下や脂肪の蓄積を防ぐという報告も存在する3）。
　線虫は土壌中で生活している体長約１mmの非寄生性の動物である。実験室内では、非病原性
大腸菌を餌として容易に飼育することができる。また、‌雌雄同体で959個、雄で1031個という非
常に少ない体細胞で構成されているにもかかわらず、咽頭や消化器官、神経、筋肉、生殖組織と
いった多細胞生物として基本的な組織、器官がすべて備わっている。さらに、全ゲノム配列が解
読されており、遺伝学的にはヒト疾患原因遺伝子の約65%が線虫に存在する。そして、寿命が約
３週間と短いため、優れた老化モデル生物として多くの研究に用いられてきた。線虫は主に寿命
を指標として、様々な物質の安全性、機能性の評価や作用メカニズムの解明にも利用されてい
る4）-6）。2007年にはIkedaらが、線虫をモデルとしてビフィズス菌を含む乳酸菌給餌により寿命が
延長することを報告し7）、次いでKomuraらがそのメカニズムを明らかにした8）。これ以降、プロ
バイオティクスのin vivoスクリーニングモデルとしても線虫を使用した実験系が注目され始め
ている9）。
　そこで、本研究では、機能性を有する乳酸菌の分離源として漬物に着目し、自家製の漬物から
乳酸菌の分離と菌種の同定を試みた。続いて、in vivoモデルとして線虫を用いた実験により、
分離した乳酸菌の長寿効果を検討した。
材料および方法
1.　乳酸菌の分離
　試料として広島県内の家庭で作られた白菜の古漬けを用いた。入手した古漬け（10.2‌g）を滅
菌生理食塩水（90‌mL）中に加えたものをストマッカー処理し、上澄み液を調製した。次に、上
澄み液の10倍希釈系列（100 ～ 10-5）を調製し、各100‌µLを１%炭酸カルシウム添加MRS寒天培
地（Difco製）に塗布した。その後、アネロパックケンキジャーシステム（三菱ガス化学株式会
社製）を用いて、30℃で48時間培養し、透明帯を形成したコロニーを釣菌した。その後、グラム
染色液B＆Mワコー（１%クリスタルバイオレット溶液、２%ヨウ素溶液、アセトン・エタノー
ル混合液、パイフェル液）（和光純薬工業製）を用いて、添付の使用方法に従い染色を行い、光
学顕微鏡（BE210E:‌島津製作所製）にて1,000倍で鏡検した。
2.　分離菌の生化学的性状検査および菌種同定
　純培養した分離菌のコロニーを用いて、アピ‌50‌CHL培地（日本ビオメリュー社製）中で菌液
を調製した。その後、調製した菌液を用いて、分離菌の嫌気的条件下における各種の炭水化物基
質（アピ50CH：日本ビオメリュー社製）に対する分解試験（30℃，48時間）を行った。この成
績をインターネット上のデータベース（APIwebTM）10）に登録されている菌種と比較し同定し
た。
3.　線虫を用いた生存分析
　実験動物として、線虫Bristol株N2の雌雄同体を用いた。まず、成虫の体内より卵を採取し、
M9バッファー中で25.5時間、25℃で培養して孵化させ、同期したL1ステージの幼虫を得た。こ
の幼虫を標準的な餌である非病原性大腸菌株Escherichia coli‌OP50（OP）を用いてペプトンを
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除いた線虫育成用寒天平板（mNGM：peptone-free‌modified‌nematode‌growth‌medium）上で
実験に使用する３日齢まで25℃で飼育した。成虫になった３日齢の時点でコントロール群
（OP）、分離した乳酸菌株を与える群に分けた。すなわち、OPあるいは分離した乳酸菌株（湿重
量10‌mg）を50‌µLのM9バッファーに懸濁し塗布したmNGMプレートに、ワームピッカーを用
いて線虫を35匹ずつ移した。混合給餌では、OP‌3mgと乳酸菌7‌mg（総菌重量10‌mg）を混ぜ合
わせたものをmNGMプレートに塗布した。なお、産卵期である３～７日齢の間は毎日プレート
を交換し、線虫を移動させて新たに孵化した線虫の混入を防ぎ、８日齢以降は２日毎に新しくプ
レートを交換した。実験期間を通じ生死の確認はすべての個体が死亡するまで毎日行った。生死
判定は、ワームピッカーで３回触れて動かなかった個体を死亡と判断した。ただし、プレートの
壁での乾燥死は事故死と判断し、試験個体数から除外した。観察により得られた結果は、4‌
Steps‌エクセル統計‌第４版付属の統計ソフトStatcel‌4を用い、Kaplan-Meier法により生存率を
計算後、Logrank‌testにより各群間の生存率の差を比較した。
結　　　　　果
１．乳酸菌の分離
　試料からグラム陽性桿菌（MH-1 ～ MH-3株）ならびにグラム陽性短桿菌（MH-4株）の計４株
を分離した。さらにこれらの菌株が乳酸菌であることを確認するため、以後の実験に供した。
２．生化学的性状検査に基づく菌種の同定
　MH-1 ～ MH-4株の生化学的性状検査の成績を表１に示した。この成績をもとにデータベース
表１．MH-1 ～ MH-4株の生化学的性状検査の成績‌
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検 索 を 行 っ た と こ ろ、 分 離 さ れ た 菌 は、Carnobacterium maltaromaticum（MH-1，MH-2，
MH-3株）とLactobacillus acidophilus（MH-4株）と同定されたことにより、乳酸菌であること
が確認された。
３．分離乳酸菌株が線虫の寿命に与える影響
　分離した乳酸菌を単独で線虫に給餌した際の生存分析の結果を図１に示した。乳酸菌株は、
C.maltaromaticumからはMH-1 ～ MH-3株の生化学的性状検査の成績が同一であったことから
MH-1株を、L.acidophilusについてはMH-4株を用いた。MH-1株を与えた群の寿命と、OPを給餌
したコントロール群の寿命との間に有意差はなかった（P＝0.194）（図1A）。また、MH-1株を与
えた群の線虫は忌避行動を示し、体重の代替指標となる虫体の大きさもコントロール群と比較し
て小さいことが分かった。一方、MH-4株を与えた群は、コントロール群と比較して寿命が有意
に延長した（P＝0.047）（図1B）。ただし、MH-4株を与えた群の線虫についても、MH-1株を与え
たときのほどの忌避行動は認められなかったものの、虫体はコントロール群と比較すると少し小
さかった。この点については、線虫の忌避行動が摂食量を低下させる要因となって、結果として
虫体の大きさの違いに影響したとも考えられた。
　また、線虫を含め動物の寿命は食餌制限によって延長することが知られている。そこで、食餌
制限の影響を除いた状態で乳酸菌の寿命への影響を観察するため、乳酸菌給餌群に少量のOPを
加えることで忌避行動と食餌制限の影響を回避することができないかと考え、OPと乳酸菌株を
混合給餌した場合の線虫の寿命を比較することとした。まず、コントロール群との比較で寿命に
変化が表れないOPの給餌量を検討した。OP‌10‌mg（コントロール群の給餌量）とOP‌3‌mgを線
虫に給餌し生存分析を行ったところ、両群の寿命に有意差はなく（P＝0.642）、OPを10‌mgから
3‌mgに減らしても寿命がコントロール群と変わらないことが確認できた（図2A）。虫体の大き
図１．分離した乳酸菌（MH-1株とMH-4株）を給餌した線虫の生存曲線
（A）乳酸菌株はMH-1株を使用。OP‌10‌mg（n＝55），MH-1株‌10‌mg（n＝22）
（B）乳酸菌株はMH-4株を使用。OP‌10‌mg（n＝55），MH-4株‌10‌mg（n＝46）
　図の曲線は１回実施した実験の成績を示す。AとBの実験は同時に行った。
乳酸菌株の給餌を開始した３日齢を観察期間０日とした。
*‌P‌<‌0.05
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さもコントロール群と同程度であった。
　そこで、混合給餌としてOP‌3‌mgに乳酸菌7‌mgを混ぜ合わせた餌（総菌量10‌mg）を線虫に
与えて生存分析を行った。その結果、コントロール群と比較して、OPとMH-1株を混合して与え
た群では寿命が有意に延長した（P＝0.005）（図2B）。反対に、OPとMH-4株を混合して与えた群
では、コントロール群と比較して寿命に変化が認められなかった（P＝0.436）（図2C）。なお、
両条件とも乳酸菌に対する忌避行動は見られなくなり、虫体の大きさもコントロール群と同程度
であった。
　これらのことから、混合給餌におけるMH-1株の寿命延長効果は単にOPの給餌量が減ったこと
図２．‌OP‌3‌mgとOP‌3‌mgに分離した乳酸菌7‌mgを加えた餌を給餌した線虫の生存
曲線
（A）‌OP‌10‌mg（コントロール群）とOP‌3mgの比較。OP‌10‌mg（n＝105），OP‌3‌
mg（n＝99）。図の曲線は２回に分けて実施した実験の合計を示す。
（B）‌乳酸菌株はMH-1株を使用。OP‌10‌mg（n＝208），OP‌3‌mg＋乳酸菌7‌mg（n＝
207）。図の曲線は４回に分けて実施した実験の合計を示す。
（C）‌乳酸菌株はMH-4株を使用。OP‌10‌mg（n＝54），OP‌3‌mg＋乳酸菌7‌mg（n＝
49）。図の曲線は１回実施した実験の成績を示す。
　混合給餌を開始した３日齢を観察期間０日とした。
**‌P‌<‌0.01
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や忌避行動に起因するものではなく、MH-1株が線虫の寿命延長に関与している可能性が示唆さ
れた。
考　　　　　察
　 自 家 製 の 白 菜 の 漬 物 か ら2種 類 の 乳 酸 菌C. maltaromaticum（MH-1 ～ MH-3株 ） とL. 
acidophilus（MH-4株）が分離された。一般的な漬物の発酵過程において、発酵初期には
Leuconostoc属やEnterococcus属といった乳酸球菌が増殖し、pHが低下してくると酸に対する抵
抗性が強いLactobacillus属の乳酸桿菌が優勢となってくる11）。これまでに、野菜の漬物からは、
Leuconostoc mesenteroidesやLactobacillus plantarum、Lactobacillus brevisなどが高い頻度で分
離されている11）,12）。それに対して、今回分離された乳酸菌C. maltaromaticumやL. acidophilusが
漬物から分離されることは珍しい。
　L. acidophilusは、ヒトや動物の腸管などに存在し、ヨーグルトなどの乳製品の製造にも用い
られている乳酸菌種である。サプリメントや整腸薬での活用実績もあり、抗アレルギー効果13）、
血清コレステロール低下作用14）、抗腫瘍作用15）といった機能性を示す株も存在する。一方、C. 
maltaromaticumは、自然界や食品に広く存在する乳酸菌であり、Carnobacterium属の中では高
頻度で分離される菌種である。これまでに乳製品や食肉、極海、魚などから分離された例があ
る16）。また、食中毒菌のListeria monocytogenesなど一部のグラム陽性菌に対するバクテリオシ
ンを産生する株が多数見つかっている17）,18）。このL. monocytogenesの増殖を抑制するという特性
を活用して、カナダでは保健省が食品添加物として食肉製品へのC. maltaromaticum‌CB1の使用
を認可しており19）、C. maltaromaticumの人に対する安全性は高いものと考えられる。一方で、
魚に対しては、病気の原因となるという報告もあれば、養殖においてプロバイオティクスとして
利用できるという報告も存在している16）。
　今回分離した２種類の乳酸菌MH-1株とMH-4株が生体に与える影響を線虫モデルにおいて調べ
た。その結果、乳酸菌の単独給餌では、コントロール群の大腸菌株OP50を給餌した線虫と比較
して、MH-1株を与えた線虫においては寿命に有意差が表れず、MH-4株を与えた線虫については
寿命が有意に延長した。また、著しい寿命の短縮は見られなかったことから、両株は線虫に対し
て病原性は示さないものと推察される。しかし、乳酸菌の単独給餌では忌避行動と虫体の大きさ
の縮小が見られ、食餌制限による寿命への影響が考えられた。そのため、忌避行動が見られず、
虫体の大きさもコントロール群と同程度となるOPと乳酸菌の混合給餌群とコントロール群の生
存曲線を比較したところ、MH-1株を給餌した線虫において寿命の延長が認められ、MH-4株を給
餌した線虫については寿命に変化が認められない結果となった。
　このことから、MH-1株は線虫の寿命延長に一部関与している可能性が強く示唆された。
Carnobacterium属の乳酸菌を線虫に与えた報告はこれまでになく、これはC. maltaromaticumが
寿命延長に関与していることを示唆した最初の報告である。一方で、寿命の短縮に関する報告は
タ イ セ イ ヨ ウ ダ ラ の 仔 魚 と キ イ ロ シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ で １ 例 ず つ 存 在 す る20）,21）。C. 
maltaromaticumは健康な魚の腸管からも分離されることから、C. maltaromaticumの寿命への
影響は、菌株やモデル生物、または暴露する時期によっても異なる可能性がある。今回供試した
MH-1株がどのようにして寿命を延長させていたのかは明らかでないが、ビフィズス菌の一種で
あるBifidobacterium infantisによる寿命延長効果は、病原菌に対するストレス応答に重要な役割
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を 果 た すp38MAPK（mitogen-activated‌protein‌kinase） 経 路 を 介 し8）、Lactobacillus 
rhamnosusでは、寿命の制御に関わるインスリン/IGF-1シグナル経路を介することが示されてい
る22）。MH-1株も、これまでに報告されているメカニズムと同様の効果を線虫に及ぼしていたの
かもしれない。
　一方、OPとMH-4株の混合給餌群では、コントロール群と比較して寿命に変化が認められなか
ったが、単独給餌においては寿命が延長したため、混合給餌の際のMH-4株の量が十分ではなか
った可能性も考えられる。この結果に関しては、KimとMylonakisは、MH-4株と同じ菌種である
L. acidophilus‌NCFM株は線虫の寿命には変化をもたらさなかったと報告している23）。しかし、
彼らはこの研究で、young‌adultの時期に24時間L. acidophilusを与えた線虫にグラム陽性菌に対
する感染抵抗性が付与されたことも明らかにしている。さらにKimらは、L. acidophilus‌A4株の
細胞溶解物は線虫の寿命には影響を及ぼさなかったものの、E. coli‌O157:‌H7感染時にベロ毒素
２の細胞毒性が中和されることで線虫の生存率が高まったことも報告している24）。こうした報告
から、L. acidophilusは寿命延長効果を示さなくとも、病原菌に暴露された条件下では宿主であ
る線虫の感染抵抗性を高める可能性がある。
　乳酸菌の単独給餌で見られた忌避行動に関して、線虫は生育に必要な食物と認識した細菌が存
在する場所には寄って行ってその場に留まり、そうではないと感知した細菌や病原性を示す細菌
からは離れて好ましい食物を探し回る25）。こうした特性から、今回、MH-1株やMH-4株はいわゆ
る常食としての餌としては適していないと感知し、好ましい餌を探すために忌避行動を起こした
ものと考えられる。一般に、線虫は他の乳酸菌種に対しても低嗜好性を示す傾向が強い26）。乳酸
菌培養上清では低嗜好性は誘導されないため、菌体表面に存在する何らかの成分に対して低嗜好
性を示していると考えられる。他に、寿命延長効果が見られるBifidobacterium infantisについて
も、OPと比較して低嗜好性を示すという報告がある27）。しかし、このB. infantisを用いた実験に
おいては、OPを様々な比率で線虫に混合給餌した場合にB. infantisの容量依存的に寿命延長効
果も大きくなったことも報告されている8）。したがって、今回供試したMH-1株とMH-4株もOPと
混合することで低嗜好性が緩和されて、線虫の体内に一定量取り込まれたのではないかと考えら
れる。
　本研究で分離された乳酸菌のうち、C. maltaromaticumの有用性については、バクテリオシン
産生に関する報告がほとんどであり、L. acidophilusのように生体における作用について調べら
れたものは少ない。そのため、今後はC. maltaromaticumに焦点を当て、この細菌の特性を調べ
るとともに、生体に有益な作用をもたらす可能性についても引き続き検討を進めたい。
ま　　と　　め
　自家製の白菜の漬物から乳酸菌を分離し、生化学的性状検査により菌種の同定を行った。その
結果、C. maltaromaticumとL. acidophilusの２種類の乳酸菌が得られた。分離した２種類の乳
酸菌（C. maltaromaticum‌MH-1とL. acidophilus‌MH-4）を線虫に与えたところ、寿命の短縮は
認められなかったことから、MH-1株とMH-4株は線虫に対して病原性は示さないと推察された。
MH-1株については、OPとの混合給餌により線虫の寿命が延長し、寿命延長に一部関与している
可能性が強く示唆された。
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